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論文内容の要旨
虚血性の臓器傷害は，低酸素そのものによる傷害と同時に再濯流によるダメージも大きな要因となる。また，中枢
神経系において最も虚血に強いとされるアストロサイト (AST) のストレス応答は，脳虚血の病態生理を理解する上
で極めて重要である。そこで，このようなストレスにさらされた細胞の応答を，培養 AST の in vitro 低酸素負荷モデ
ルを用いて検討した。
培養 AST を低酸素負荷した後に再酸素化すると，低酸素負荷時とは異なるストレス蛋白や神経保護作用を持つ IL
6 等が誘導されることが既に報告されている。これらより，再酸素化時に AST に誘導される蛋白が好気的環境への再
適応に重要であることが示唆される。
そこで，本研究では培養 AST の再酸素化時に誘導される因子を Differential Display (DD) 法を用いて検索し，得
られた 2 つの遺伝子 (RA301 ， RA410) について解祈した。
[方法ならびに成績]
生直後ラット大脳皮質より AST を分離培養し， in vitro 低酸素負荷は低酸素チャンパー内に培養皿を置くことによ
り行い，再酸素化は外気に戻すことにより行った。
AST を24時間低酸素環境下に曝露した後再酸素化し，再酸素化直前と再酸素化 1 時間後に RNA を抽出した。続い
て DD 法を行い，再酸素化時に特異的に誘導される 2 種類のポジティプりてンド (RA301 ， RA410) を得，ラット脳 cDNA
ライブラリーをスクリーニングして，それぞれの全長をコードする cDNA を得た。
RA301 は288個のアミノ酸よりなり， RNA 認識モチーフ (RRM) と 2 つのセリンーアルギニンに富んだ領域 (SR ド
メイン)を持つ SR 蛋白であった。また RA301 は，ショウジョウバエの性決定因子でありスプライシング調節因子で
ある Transformer- 2 とアミノ酸配列上，ドメイン構造上最も相同であった。一般的にスプライシング調節因子は
RRM と SR ドメインを有しており， RA301が新規のスプライシング調節因子であることが示唆された。
RA410 は637個のアミノ酸よりなり，酵母の小胞体・ゴルジ装置聞の小胞輸送蛋白である Slylp と最も相向性が高か
った。更に，他の小胞輸送蛋白(酵母の Seclp，ラットの n-Sec-1，ヒトの βCOP 等)とも相向性のあるドメインを
全長に渡って有しており，新規の小胞輸送関連蛋白であることが示唆された。
これら 2 つの遺伝子の AST における発現を，ノーザン解祈で検討した。これら遺伝子は正常酸素下，低酸素下では
誘導されないが，再酸素化後15分以内に誘導され 1 時間以内に最大となり，その後漸減した。再酸素化によるこの遺伝
子発現は，予め AST にシクロへキシミドを添加することによっては抑制されないが， NADPH oxidase 阻害剤である
diphenyl iodonium (DPI)によって抑制された。 DPI は再酸素化後の酸素ラジカル (02-)の産生を抑制することよ
り，これら遺伝子が再酸素化後に NADPH oxidase によって発生する O2ーで直接誘導される遺伝子群の一つであるこ
とが示唆された。
これら 2 つの遺伝子の特異的な抗体を，それぞれ合成ペプチドを用いて作製した。ウエスタン解析で， RA301抗体
は約30 kDa , RA410抗体は約70 kDa の蛋白を検出し，両蛋白の誘導は再酸素化後 1 時間より検出され， 4 時間で最大
となった。
細胞分画のウエスタン解析， AST の免疫染色や免疫電顕より， RA410蛋白はコゃルジ装置や Large Vesicle に存在し
ておリ，細胞内輸送に関わっていることが示唆された。また， RA301 は免疫染色の結果，核に存在していたことより，
スプライシングに関わっていることが裏付けられた。
最後に，虚血・再濯流後のラット脳におげる発現を検討した。 RA301 は in situ hybridization において再濯流後
12-----24時間をピークに虚血側にのみ発現が誘導されたのに対して， RA410は免疫染色において再濯流後 1 時間の AST
に発現しており，これら 2 つの因子間で虚血・再濯流に対する反応に違いが認められた。なお， RA301は強い虚血に
よって発現が誘導されるのに対し， RA410は神経細胞死が起こらない程度の弱い虚血でのみ発規が誘導され， RA410 
が神経保護機作の発現に重要な役割を果たしていることが示唆された。
[総括]
虚血時及び再濯流時(低酸素負荷時及び再酸素化時)に発現誘導されてくる因子の研究は，これまでは専ら熱ショ
ック蛋白等のストレス蛋白に関するものであったが，本研究ではスプライシング調節因子や小胞輸送関連因子もこれ
らストレス応答に対して重要な役割を果たしていることが示峻された。
論文審査の結果の要旨
本研究は，脳虚血・再濯流の単純なモデルとして，アストロサイトの低酸素負荷・再酸素化モデルを用い，そのス
トレス応答を解明することによって，脳虚血の病態生理を理解しようとしたものである。これまでに低酸素下の各種
ストレス蛋白に関する研究は多いが，再酸素化後早期の遺伝子発現に関する研究は少なしまたそれらの遺伝子のラ
ンダムスクリーニングを行った点が，本研究の特色である。
ランダムスクリーニングにより得られた 2 つの新規遺伝子は，新規のスプライシング調節因子 (RA301)と小胞輸
送関連因子 (RA410) であった。 RA301 は，ショウジョウパエの性決定因子である Transformer-2 (Tra-2) の初めて
の Mammalian Homologue であり， RA410は酵母の Slylp の Homo1ogue であった。これらの遺伝子は再酸素化後の
非常に早期に発現誘導され，再酸素化時に産生される活性酸素中間体による直接的な発現誘導であった。更に正常組
織以上に，脳虚血・再濯流モデルの梗塞側のアストロサイトに強く発現誘導されており， in vitro の低酸素負荷・再酸
素化モデルが in vivo に反映できることを証明した。
以上，本研究は，脳虚血・再濯流の病態でストレス蛋白以外にスプライシング調節因子や小胞輸送関連因子が関わ
っていることを明らかにし，再潅流後早期の遺伝子発現や pre mRNA のスプライシング， mRNA の翻訳や翻訳され
た蛋白の小胞輸送等の一連の流れが，細胞の好気的環境に対する再適応化に重要でトあるという考えを提起した最初の
知見であり，学位論文に値するものと評価される。
